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(S) Utilisation de phospholipides dans le traitement des maladies obstructives des voies aeriennes. 

@ Compositon pharmaceutique a base de phospholipides utile pour le traitement de Tobstruction des 
voies a6riennes ( composition caracteris6e en ce qu'elle contient, seul ou en association, un ou 
plusieurs phospholipides, tels que les phosphatidylcholines, les phosphatidylglyc6rols, ou les acides 
phosphatidiques. 
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La pr6sente invention a pour objet des compositions pharmaceutiques d base de phospholipides. 

L'integrite de l'6pitheiium de la muqueuse respiratoire depend d'un 6quilibre entre les facteurs d'agression 
etles m6canismes de defense dont elle dispose. La premiere ligne de defense de I'arbre tracheo-bronchique 
est representee par le mucus qui forme a la surface des cellules 6pith6liales respiratoires un film protecteur 
mobilise en permanence par J'activite ciliaire. 

Au cours des ph6nom6nes inflammatoires bronchiques, aigus ou chroniques, ('hypersecretion de mucus 
s'accompagne d'une modification de ses proprietes rh6o!ogiques avec un accroissement de la viscosity et de 
I'adherence. Ces anomalies se traduisent par une diminution de I'gpuration muco-ciliaire et une stase du mucus 
avec obstruction bronchique. Le transport du mucus par la toux peut alors suppl6erlad6ficiencede la clairance 
muco-ciliaire. II est done tr&s important de preserver fefficacite de cette toux qui depend non seulement des 
proprietes de viscosity et de visco-6lasticit6 du mucus, mais qui peut 6tre egalement largement influencee par 
les proprietes interfaciales entre le mucus et la muqueuse respiratoire. 

Jusqu'a present, les th6rapeutiques visant a corriger l'hypers&cr6tion du mucus et ses anomalies se sont 
toutes d6ve!opp6es en partant du concept de base que le traitement de {'hypersecretion devait avant tout porter 
sur la modification de la viscosite du mucus consid6r6e comme seul facteur physique d f'origine de la stase 
du mucus et de ('obstruction bronchique. Ce concept a donne naissance a la mise au point de nombreuses 
molecules a activite mucolytique agissant/n vitro ou in vivo et ayant pour but de normaliser I'hyperviscosite du 
mucus. 

En fait, au cours des infections bronchiques aigues et/ou bronchiques, les secretions adherent fortement a la 
muqueuse et leur elimination par I'activite ciliaire, et plus encore par la toux, ne peut etre que difficilement am6- 
lioree par la simple prescription d'une therapeutique mucolytique. En effet, ces mucolytiques, qu'ils soient actifs 
in vivo ou in vitro, n'interviennent que sur la structure fibrillaire de la phase gel du mucus et n'ont aucune activite 
au niveau des proprietes tensio-actives du mucus. 

Le mucus possede des constituants naturels biochimiques parmi lesquels figurent tes phospholipides qui 
sont susceptibles de modifier les proprietes interfaciales mucus-muqueuse. 

II a ete d6montre dans de nombreuses etudes, en particulier dans le syndrome de ddtresse respiratoire 
algu du nouveau-ne, qu'un poumon immature pauvre en surfactant, c*est-&-dire en materiel tensio-actif, pouvait 
etre rendu fonctionnel par la simple injection de surfactant artificiel ou naturel. Un grand nombre d'6tudes ont 
6galement montre la presence de phospholipides, en particulier de phosphatidylcholine, dans le mucus respi- 
ratoire et les expectorations, aussi bien chez les sujets sains que chez les sujets atteints de maladies respi- 
ratoires avec hypersecretion. 

Les phospholipides, incluant les phospholipides d prorietes tensio-actives, se sont vus attribuer un rdle de 
stabilisant des petites votes aeriennes. On leur a egalement attribue, en tant qu* agents tensio-actifs presents 
a Tinterface phase sol-phase gel du mucus et grace a leur proprietes hydrophobes, un rOle de regulation du 
contenu en eau de la phase sol. Par contre, malgre fes hypotheses emises, aucun travail n'a montre jusqu'a 
maintenant, comment par leur presence a Tinterface phase sol-phase gel du mucus, ces phospholipides pou- 
vaient effectivement jouer un r6le protecteur de la muqueuse respiratoire et un rfile lubrifiant dans le transport 
de la phase gel sur fa phase sol par le tapis ciliaire ou par le mecanisme de la toux. 

En pathologie bronchique comme la mucoviscidose, des travaux anterieurs ont permis de montrer que 
dans les expectorations, certain es fractions lipidiques etaient augmentees et signiftcativement corr6l6es a la 
viscosite (cholesterol, glycosphingolipides, sphingomyeiine) et pourraient done etre consid6rees comme des 
facteurs "rigidifiants". A foppose, il a ete montre que certaines fractions phospholipidiques, comme le phos- 
phatidylglyc6rol, etaient au contraire negativement correiees a la viscosite. II apparaissait que le phosphatt- 
dylglyc6rol, bien que retrouve en faible quantity dans les secretions bronchiques (10 % des phospholipides 
totaux), 6ta it susceptible de fa ci I iter le transport du mucus par le mouvement des dls de la muqueuse respi- 
ratoire ou par le phenomene de la toux en modifiantles proprietes visco-eiastiques du mucus (reference : Gala- 
bert et al, Clin. Chim. Acta, 1987, 164 : 139-149). 

Les Demanderesses ont etudie le rtle des d iff 6 rentes fractions phospholipidiques, connues au niveau 
alv6o!aire pour abaisser la tension de surface, dans les modifications des proprietes tensio-actives du mucus 
au niveau des voies aeriennes. Les travaux ont debute par une etude chez des patients atteints de mucovis- 
cidose et de bronchopathies chroniques obstructives, chez lesquels ont 6t6 mesur£s en paralieie le contenu 
en fractions phospholipidiques des expectorations et tes proprietes de surface des fractions phospholipidiques. 
Le lien entre les donnees biochimiques et les proprietes physiques des expectorations etudiees a ete analyse. 

Le recueil des expectorations est fait en evitant toute contamination salivaire. Les patients sont r6 partis 
en deux groupes composes de dix-huit mucoviscidosiques et de seize hypersecretants bronchitiques chroni- 
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ques avec obstruction. Les lipides ont ete separes et identifies par des techniques classiques ; pour cela, les 
expectorations sont immediatement congelees, puis lyophilisees : ('extraction des lipides se fait a partir du 
materiel lyophilise. 

L'extraction quantitative des lipides est effectuee suivant la methode de Bligh E.G. and Dyer W.J. : A rapid 

5 method of total lipid extraction and purification. Can. J. Biochem. Physiol., 1 959, 37, 911-917 : 100 mg de mate- 
riel lyophilise sont rehydrates dans 1 ml d'eau distillee. Les lipides sont alors extraits par un melange chloro- 
forme/methanoi (1v/2v). puis dans un deuxieme melange chloroforme/methanol (1 v/1v). Apres addition d'eau. 
la phase chloroformique est separee. Trois extractions complementaires par addition de 2.5 ml de chloroforme 
sont ensuite effectuees. Les drfferentes phases chloroformiques sont alors reunies, evaporees a sec sous 

10 azote et P 2 0 6 , puis pesees avant d'etre remises en solution dans du chloroforme. 

Les phosphofipides totaux etles fractions phosphotipidiques separees par chromatographie en couche mince 
bidimensionnelle ont ete doses par la m6thode de Rouser et at (Lipids, 1970, 5, 494-496) dont le principe est 
le microdosage du phosphore apres mineralisation des phospholipides par I'acide perchlorique et separation 
par chromatographie en couche mince bidimensionnelle. 

15 A partir du dosage des phospholipides dans ces secretions, il a ete montre que les phospholipides totaux 

etaient significativement plus eleves dans la mucoviscidose que dans les bronchopathies chroniques obstruc- 
tives (respectivement 4,40 % contre 2,96 % de poids sec du mucus (p<0.01)). Le pourcentage relatif de phos- 
phatidylcholine et de phosphatidylglycerol est significativement plus faible (p<0,001) dans la mucoviscidose 
que dans les bronchopathies chroniques obstructives (Tableau I). Les pourcentages relatifs de sphingomyeline 

20 et de phosphatidylserine + phosphatidylinositol sont signficativement plus eleves (p<0 ( 001) dans la mucovis- 
cidose que dans les bronchopathies chroniques obstructives (Tableau I). 



TABLEAU I 

pourcentage des principales fractions phospholipidiques 
par rapport aux phospholipides totaux 

PG PC SM PS+PI 

Mucoviscidose 4,41 36,32 22,24 15,10 

Bronchopathies 7,48 46,47 12,44 11,76 

35 PC : phosphatidylcholine ; PG : phosphatidylglycerol ; 

SM : sphingomyeline ; PS+PI : phosphatidylserine + phosphati- 
dylinositol. 

40 

Dans le cas de la mucoviscidose, oil les secretions sont trfcs adherentes et tres visqueuses, on trouve 
moins de fractions tensio-actives (phosphatidylcholine, phosphatidylglycerol) et plus de fractions "rigidifiantes" 
(sphingomyeline) dans les expectorations que dans les autres bronchopathies. 

Une etude physique de ces secretions a ete effectuee en parallele. La propriete physique choisie est la 
45 mouillabilite des secretions qui renseigne sur la capacite d'une secretion a mouiller une surface. La mouillabilite 
est evaluee par un parametre physique appele angle de contact. L'angle de contact peut etre defini comme 
Tangle existant entre la tangente a une goutte de liquid e deposee sur un support sol ide (a rinterface liquide-air) 
et la surface du sdide (a rinterface solide-iiquide) au point triple Tp. 

L'angle de contact est dependant du solide, de la nature du liquide et de I'interaction entre eux. Dans cette 
50 etude, nous avons etudie le comportement des secretions bronchiques lorsqu'elles sont mises en contact avec 
un support qui simule la muqueuse bronchique. L'angle de contact est un index de mouillabilite qui renseigne 
sur les proprietes tensio-actives du liquide pour un solide donn6 : plus l'angle de contact est grand, moins le 
liquide s'etale et moins il est mouillant. 

Une technique de mesure automatique de l'angle de contact basee sur le traitement d'image associe a un 
55 traitement informatique a ete developpee. Dans les mesures de mouillabilite des secretions, il a 6te choisi de 
mesurer Tangle de contact d*une goutte calibree (5 ul) de s6cretion mise en contact avec un support de verre 
parfaitement propre, charge electronegativement et place dans une enceinte saturee en vapeur d'eau pour evi- 
ter les phenomenes de deshydratation. (reference : S. Girod et all.T.B.M, 1988, 9 402=412). 
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Le phosphatidylglycerol apparatt comme un phospholipide important contrtlantla mouillabilite des secre- 
tions bronchiques et susceptibles d'influencer leur transport et leur comportement lorsqu'elies sont en contact 
avec la muqueuse. Les Demanderesses ont done etudie ['influence de d iff 6 rents phospholipides sur les pro- 
prietes de mouillabilite du mucus respiratoire et sur sa capacity a etre mobilise et transports par le mecanisme 
de la toux. Une experimentation visant a etudier f'effet in vitro de differentes fractions phospholipidiques sur la 
mouillabilite et le transport par la toux de mucus considered comme "normaux" a done ete mise en oeuvre. 

Les mucus sont preleves sur la muqueuse du palais de grenouille considered comme un bon modele repre- 
sentatif de la muqueuse respiratoire humaine. La mouillabilite de ces mucus est mesuree comme il a ete decrit 
precedemment. La clairance par la toux de ces mucus a ete mesuree a I'aide d'une machine a tousser. Le prin- 
cipe de cette machine est le suivant : le support sur lequel la goutte de mucus est deposee est place comme 
plancher d'un tube en plexiglas qui simule la trachee. Ce tube en plexiglas d'une section rectangulaire (20 mm 
x 10 mm) est connecte a une enceinte fermee par une electrovanne. La pression dans I'enceinte est amenee 
a 0,6 bar, puis I'electrovanne est ouverte et le debit d'air que subit la goutte est de 6 l/s. On mesure le depla- 
cement de la goutte sur le support sous {'influence du courant d'air ainsi provoque qui simule le mecanisme 
de la toux. 

Les supports utilises sont soit des lames de verre simples, soit des lames de verre recouvertes d'une mono- 
couche de phospholipides grace a une balance a film de Langmuir : 10 mg de chaque fraction phospholipidique 
sont dissous dans un melange chloroforme/methanol (9:1) et 16 jjl! de cette solution sont deposes dans la cuve 
de la balance a film remplie d'eau tridistillee. Une barriere de teflon comprime le film phospholipidique jusqu'a 
la pression de collapse propre a chaque phospholipide, ou toutes les molecules de phospholipide sont en 
contact sans trou dans la monocouche. Le support de verre prealablement immerge dans la cuve est ensuite 
retire a une vitesse constante et, paral (element, la barriere de teflon avance de facon a maintenir egalement 
constante la tension de surface du film ainsi preleve ; le support de verre ainsi obtenu presente en surface une 
monocouche orientee de phospholipides accroches par leur tete polaireau verre et exposantal'airleurs grou- 
pements apolaires (en contact avec le mucus). 

Les phospholipides choisis pour cette etude sont le phosphatidylglycerol (diC 18:1 ) (Sigma 9399) et le phospha- 
tidylglycerol (diC 18:0 ) (Sigma 9524) : les deux fractions ont done la meme tete polaire, la meme longueur de 
chaTnes apolaires mais des degres de saturation differents. On garde comme temoins des lames de verre non 
recouvertes de phospholipides. 

li ressort que le phosphatidylglycerol (diC 18:0 ) ameliore significattvement la clairance par la toux du mucus 
de grenouille et diminue significattvement sa mouillabilite, en comparaison avec les lames de verre non recou- 
vertes (p<0,001 et p<0,01) ou meme avec les lames de verre recouvertes de phosphatidylglycerol (diC 18:1 ) 
(p<0,001 etp<0,01). Le phosphatidylglycerol (diC 18:0 ) semble etre la fraction phospholipidique qui en diminuant 
les proprietes d'adhesion du mucus en ameliore sa clairance par la toux (la fraction la plus lubrifiante). 

La phosphatidylcholine sous forme de dipalmitoyl-phosphattdyl-choline (diC 16:0 ) a egalement ete etudiee 
sur la mouillabilite et la capacite de transport par la toux. 

Compte tenu de ces etudes, les Demanderesses revendiquent des compositions pharmaceutiques conte- 
nant, un ou plusieurs phospholipides, seul(s) ou en association avec des excipients appropries. 
Le ou les phospholipide(s) peuvent etre choisis parmi les phosphatidylcholines, les phosphatidylglycerols et 
les acides phosphatidiques. 

Les phospholipides cites ci-dessus contiennent de preference, comme radicaux acyles, les radicaux satures 

palmitoyle C 1eK) ) et stearoyle C n8:0 et/ou les radicaux insatures oleoyles C 18:1 et C 18 2- 

Les radicaux acyles des phospholipides peuvent eventuellement contenir plusieurs doubles liaisons. 

Les phospholipides utilises selon ('invention peuvent contenir des radicaux acyles identiques ou differents, 
satures ou non. 

Les phospholipides utilises dans les compositions de ('invention contiennent tout particulterement deux radi- 
caux acyles satures identiques. 

Les phospholipides peuvent etre utilises seuls ou, de preference, en melange entre eux dans des propor- 
tions variables. 

Les compositions de I'invention peuvent etre presentees sous la forme de suspensions micellaires ou sous 
la forme de suspensions de liposomes. Elies peuvent etre administrees par voie orale ou par vote aerienne, 
par exemple par inhalation (sous la forme d'aerosols) ou par instillation. 

Les compositions de I'invention sont preparees a I'aide des excipients appropries a leurs formes d'administra- 
tion. 

Les compositions de I'invention peuvent egalement contenir des agents therapeutiques connus par leur 
activite dans le domaine des maladies bronchopulmonaires et susceptibles d'avoir une activite propre sur la 
muqueuse bronchique. 

En particulier, il est possible d'associer aux phospholipides, sous forme de suspensions micellaires (ou 
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d' emu Is ions) ou sous forme de suspensions de liposomes, en instillations ou en aerosols, les composes sun 
vants : 

- des agents protecteurs contre les radicaux libres tels que les derives de la cysteine ou la superoxyde 
dismutase, 

5 - des substances antibacteriennes telEes que le lysozyme ou Kasialo-GMI-ganglioside 

- des facteurs de croissance tels que insuline, derives de 1'acide retinoi'que, epithelium growth factor (ou 
EGF) et platelet-derived-growth factor (ou PDGF), 

- des facteurs de reparation tels que la glycyl-L-histidyl-L-lysine et d'autres peptides purifies a partir de 
cellules epitheliales ou mesenchymateuses. 

io - des agents d'hydratation du mucus tels que I'ATP. 

Les compositions de I'invention sont utilisees pour le traitement des maladies bronchopulmonaires. 

Revendications 

15 

1. Composition pharmaceutique a base de phospholipides utile pour le traitement de ('obstruction des votes 
aeriennes, composition caracterisee en ce qu'elle contient, seul ou en association, un ou plusieurs phos- 
pholipides. tels que les phosphatidylcholines, les phosphatidyl glycerols, ou les acides phosphatidiques. 

20 2. Composition pharmaceutique selon la revendication 1, caracterisee par le fait qu'elle contient la dipalmh 
toylphosphatidylcholine. 

3. Composition pharmaceutique selon la revendication 1 , caracterisee par le fait qu'elle contient la distea- 
royl-phosphatidylcholine 

25 

4. Composition pharmaceutique seion la revendication 1 , caracterisee par le fait qu'elle contient le phospha- 
tidylglycerol diC 1fl: o- 

5. Composition pharmaceutique selon la revendication 1 , caracterisee par le fait qu'elle contient le phospha- 
30 tidylglycerol diC 1fl:1 . 

6. Composition pharmaceutique selon la revendication 1 , caracterisee par le fait qu'elle contient le phospha- 
tidylgfycerol diC 16:0 . 

35 7. Composition pharmaceutique selon Tune quetconque des revendications 1 a 6, caracterisee par le fait 
qu'elle est presentee sous la forme de suspension micellaire. 

8. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterisee par le fait 
qu'elle est presentee sous la forme de suspension de liposomes. 



9. Composition pharmaceutique pour le traitement de Instruction des voies aeriennes, composition carac- 
terisee en ce qu'elle contient un ou plusieurs phospholipides, tels que les phosphatidylcholines, les phos- 
phatidylglycerols, ou les acides phosphatidiques en association avec un agent therapeutique ayant une 
activite propre sur la muqueuse bronchique. 



10. Composition pharmaceutique selon la revendication 9, caracterisee en ce que I'agent therapeutique ayant 
une activite propre sur la muqueuse bronchique est choisi parmi les composes suivants : 

- des agents protecteurs contre les radicaux libres tels que les derives de la cysteine ou la superoxyde 
dismutase, 

50 - des substances antibacteriennes telles que le lysozyme ou l'asialo-GM1-ganglioside 

- des facteurs de croissance tels que insuline, derives de I'acide retinoTque, epithelium growth factor 
(ou EGF) et platelet-derived-growth factor (ou PDGF), 

- des facteurs de reparation tels que la glycyl-L-histidyl-L-lysine et d'autres peptides purifies a partir 
de cellules epitheliates ou mesenchymateuses, 

55 - des agents d'hydratation du mucus tels que TATP. 
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Proc6d6 de preparation d'une composition pharmaceutique & base de phospholipides utile pour le traite- 
ment de ('obstruction des voies aerie nnes et contenant seul ou en association, un ou plusieurs phospho- 
lipides, tels que les phosphatidylcholines, les phosphatidylglycerols, ou tes acides phosphatidiques, 
proc6d£ caract6ris6 en ce que Ton prepare la composition a partir des constituants actifs cites ct-dessus 
et des excipients adequats pour la presenter sous la forme de suspension micellaire ou de suspension de 
liposomes. 

Proc6d6 selon la revendication 1 , caracterise par le fait que la composition contient la dipalmitoylphospha- 
tidyl choline. 

Proc6d6 selon la revendication 1 , caracterise par le fait que la composition contient la distearoyl-phospha- 
tidylcholine 

Proc6d6 selon la revendication 1, caracterise par le fait que la composition contient le phosphatidyl glycerol 
diC-(8;o- 

Proc6d6 selon la revendication 1, caracterise par le fait que ta composition contient le phosphatidyl glycerol 
diC lfi:1 . 

Precede selon la revendication 1, caracterise par le fait que la composition contient le phosphatidylglycerol 



Proc6d6 de preparation selon la revendication 1, caracterise en ce que la composition contient un ou plu- 
sieurs phospholipides, tels que les phosphatidylcholines, les phosphatidyl glycerols, ou les acides phos- 
phatidiques en association avec un agent th6rapeutique ayant une activity propre sur la muqueuse 
bronchique. 

Proc6d6 selon la revendication 7, caracterise par le fait que I'agent th6rapeutique ayant une activity propre 
sur la muqueuse bronchique est choisi parmi les composes suivants : 

- des agents protecteurs contre les radicaux libres tels que les derives de la cysteine ou la superoxyde 
dismutase, 

- des substances antibacteriennes telles que te lysozyme ou l'asialo-GM1-ganglioside 

- des facteurs de croissance tels que insuline, derives de I'acide retinoTque, epithelium growth factor 
(ou EGF) et platelet-derived-growth factor (ou PDGF), 

- des facteurs de reparation tels que la glycyl-L-histidyl-L-lysine et d'autres peptides purifies £ partir 
de cellules epitheiiales ou mesenchymateuses, 

- des agents d'hydratation du mucus tels que TATP. 
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